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茶多酚对宁波近海水体 8种常见重金属联合毒性的拮抗作用 

周  琪, 苏  红, 王亚飞, 谷元亮, 岳  霞, 毛国传, 邹宝波, 赵进顺* 
（宁波大学 医学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 采用小鼠皮肤细胞株(JB6细胞)通过体外实验探索抗氧化剂茶多酚(Epigallocatechin gallate, 

EGCG)对 8 种常见重金属混合污染物的体外联合毒性是否具有拮抗作用, 为环境中多种重金属

的联合毒性研究及评估和防治提供科学依据.基于文献对宁波养殖水体中 8 种常见重金属污染物

的暴露情况进行评估, 确定联合暴露比例. 以此固定比例组成多元重金属混合物, 采用细胞学实

验, 比较在重金属混合污染物暴露细胞的基础上加或不加 10 μmol·L-1 抗氧化剂茶多酚对细胞生

存活力、细胞周期、细胞内氧化应激的影响以及对 Nrf2 和 HO-1 蛋白的表达情况的影响. 结果

显示: 重金属混合物可以降低细胞生存活力, 阻滞细胞周期, 而 EGCG能够明显地缓解 8种重金

属混合污染物的细胞毒性, 提高细胞的生存率, 减轻细胞周期的阻滞, 使细胞内转录因子 Nrf2

和 HO-1蛋白表达水平下调. 
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重金属元素是地壳岩石中的天然组分, 由于

人类的采矿、冶炼、工业生产以及煤、石油燃料燃

烧等行为, 重金属元素逐步进入大气、水、土壤, 进

而过量累计引起环境污染[1], 其中, 水源是最主要

的污染领域. 重金属可以通过食物链经水生藻类、

植物、动物器官组织逐级浓集放大, 最终进入并蓄

积在人体内. 水以及水中生物(包括鱼虾贝类)中的

重金属污染与富积, 是重金属污染危害人类健康

的重要途径[2].  

茶多酚作为一种天然抗氧化剂和重金属络合

剂, 是茶叶浸出物中含量最高的抗氧化物质[3]. 研

究表明, 绿茶可以预防不同类型的癌症, 如膀胱

癌、前列腺癌、食管癌和胃癌等[4]. 茶多酚主要成

分是儿茶素、黄酮醇和其他有机化合物, EGCG是

儿茶素中含量最高的组分, 约占儿茶素的 60%, 具

有抗氧化、抗炎和抗癌的作用[5]. EGCG 抗氧化作

用是通过清除或抑制自由基, 通过与重金属离子

的络合 , 而降低重金属离子对氧化反应的催化 . 

EGCG 能激活体内其他抗氧化剂(如乙二胺四乙酸

二钠钙(EDTA2NaCa)、还原性谷胱甘肽(GSH)等)

的活性, 同时与其发挥协同作用[6]. Johnson 等[7]发

现不同浓度 EGCG 对细胞内的 DNA 作用不一样,

低浓度 EGCG对DNA的保护作用主要是抑制活性

氧引起损伤, 反之, 高浓度 EGCG 会对细胞内的

DNA造成损伤. Lin等[8]研究发现, EGCG对突触的

保护作用主要通过络合铁离子, 降低体内铁离子

浓度, 进而减少脂质过氧化损伤. 因此, EGCG 在

实验条件下可通过拮抗活性氧基团或直接与铬、

铅、镉等重金属离子络合来降低其生物毒性.  

目前, 因为生物的蓄积和富集作用, 膳食中重

金属暴露对人体健康而言尤为特殊. 任敏等[9]通过

检测宁波多个地区的 21 个贝类样品, 发现在样品

中有不同程度的多种重金属蓄积. 宁波地区人群

因喜食水产品的习俗, 与内陆地区相比, 更易遭受

重金属污染. 针对具体情况, 笔者采用宁波市 8 种

重金属污染物的含量比例与养殖水体中含量比例
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相似配比为重金属混合物, 探索抗氧化剂 EGCG

对重金属混合物的联合毒性化学拮抗作用机制.  

1 材料和方法 

1.1  主要试剂与仪器 

四水氯化锰(MnCl2·4H2O)、2.5 水合氯化镉

(CdCl2·2.5H2O)、重铬酸钾(K2Cr2O7)、五水硫酸铜

(CuSO4·5H2O)、六水合氯化镍(Cl2H12NiO6·6H2O)、

七水硫酸锌 (ZnSO4·7H2O)、三水醋酸铅 ((CH3 

COO)2Pb·3H2O)均为分析纯, 购于北京国药有限公

司. 氯化甲基汞(CH3ClHg)购买自德国 Ehrenstorfer 

GmbH公司. 实验用细胞株为小鼠正常上皮 JB6细

胞系, 美国职业安全与健康研究所赠送. ST-360酶

标仪购买自上海智华医学精密仪器有限公司 , 

FACS Calibur 流式细胞仪和蛋白电泳及转印装置

购买自美国 Bio-Rad公司. 小牛血清购买自杭州四

季青公司, DMEM培养基和Tris-EDTA购买自美国

Gibco公司, (-)-表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)

购买自美国 Sigma公司.  

1.2  实验方法 

1.2.1 8 种常见重金属混合污染物及 EGCG 比例的

选定及配置 

选用宁波水系中常见的 8 种重金属混合污染

物(Pb、Cu、Cd、Hg、Zn、Mn、Ni、Cr)为对象进

行研究 , 根据文献 [10-11]和海水水质标准 (GB 

3097-1997, Ⅱ类), 确定本研究中所用重金属离子

的质量浓度(表 1), 用高纯水配制的 8 种重金属离

子混合污染物工作液质量浓度分别是 2.523, 5.047, 

7.570, 10.093, 12.617, 15.140和 17.663 mg·L-1, 以

这些浓度分别处理细胞, 记为处理组 1、2、3、4、

5、6、7, 在重金属混合物处理细胞基础上, 同时加

入 10 μmol·L-1 抗氧化剂 EGCG[12], 以不做任何处

理的 DMEM培养基作为空白对照组.  

1.2.2 细胞培养 

用含有体积分数 10%无支原体新生小牛血清

和 1%双抗青霉素和链霉素(美国 Gibco 公司)的

DMEM 高糖培养基培养正常小鼠皮肤细胞(JB6). 

置于 37℃、5%体积分数 CO2 的培养箱(Thermo 

Scientific)中培养.  

1.2.3 MTT实验 

收集对数生长期的 JB6 细胞制成 2.5×104

个·mL-1 的单细胞悬液, 96 孔板接种细胞, 每孔加

0.2 mL, 37℃, 5%体积分数 CO2 的培养箱中培养

24 h 后, 按预先设定好的浓度梯度处理细胞. 每个

浓度均设 6个平行孔. 细胞染毒 24 h后去掉培养基, 

每孔添加 20 μL MTT(5g·L-1)和 180 μL 新培养基, 

继续培养 4 h后, 丢弃培养基, 每孔加 DMSO 150  

μL, 均匀振动 5~10min, 检测 OD490, 记录吸光度.  

1.2.4 细胞周期实验 

收集对数生长期 JB6细胞制成 1×105个·mL-1

的单细胞悬液, 6 孔板接种细胞, 每孔加 2 mL, 在

37℃, 5%体积分数 CO2的细胞培养箱中培养 24 h, 

按设定好的浓度梯度分别处理细胞. 细胞暴露染

毒 24 h, 弃掉培养基, 胰酶消化后离心(4℃, 1 500  

r·min-1, 5 min)收集细胞. 加入 2 mL预冷的 70%乙

醇吹散细胞成单细胞悬液, -20℃保存. 含乙醇的

细胞于 4℃及 1 500 r·min-1离心 5 min, 去掉固定液

乙醇, PBS 清洗后再次离心去掉上清. 按说明书要

表 1  8种常见重金属污染物的离子浓度 

重金属 
重金属离子质量 

浓度/(µg·L-1) 
对应的化合物 

1g金属离子所需相应

化合物的质量/g 

储备液中离子的质量

浓度/(mg·L-1) 

铜 2.050 CuSO4·5H2O 3.901 4 2.050 

铅 2.500 (CH3COO)2Pb·3H2O 1.832 5 2.500 

镉 0.150 CdCl2·2.5H2O 2.031 0 0.150 

锌 13.200 ZnSO4·7H2O 4.398 7 13.200 

汞 0.033 CH3ClHg 1.251 6 0.033 

铬 0.300 K2Cr2O7 5.657 3 0.300 

锰 5.000 MnCl2·4H2O 5.602 0 5.000 

镍 2.000 Cl2H12NiO6·6H2O 4.049 9 2.000 
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求加入染料 PI, 充分混匀后避光孵育 30 min, 进入

流式细胞仪测定, 并用 488 nm波长激发.  

1.2.5 蛋白免疫印迹实验 

收集对数生长期的 JB6 细胞制成 1×105

个·mL-1 的单细胞悬液, 6 cm 皿接种细胞, 每皿加

5 mL, 在 37℃, 5% CO2浓度下放入湿化恒温培养

箱中贴壁培养 24 h后, 更换新鲜培养基, 再根据预

先设定的浓度分别处理细胞. 培养 24 h 后丢弃培

养基, 胰酶消化后离心(4℃, 1 500 r·min-1, 5 min)收

集细胞, 细胞沉淀中加 100 μL 含有蛋白酶抑制剂

的 NP40 裂解液冰上裂解 40~60 min, 然后离心(4

℃, 12 000 r·min-1, 20 min)取上清液, 利用 BCA 蛋

白定量法定量蛋白, 以每孔 50 μg 的蛋白上样, 进

行电泳. 将曝光好的胶片用凝胶图像处理系统扫

描、拍照及分析.  

1.2.6 数据处理 

上述所有实验均重复 3 次, 采用均值±标准差

(mean±SD)描述统计数据, 用 SAS 9.1 软件进行统

计分析, 各组间统计学差异显著性检验采用单因

素方差分析(one-way ANOVA). 以α=0.05为检验水

准, P<0.05说明差异有统计学意义. 

2 结果与分析 

2.1  细胞生存率结果 

在重金属混合物处理细胞的基础上, 同时加

入 10 μmol·L-1抗氧化剂 EGCG, 检测此时的细胞增

殖情况. 如图 1所示, 不同浓度的重金属混合物(对

照组, 处理组 1~7)染毒细胞 24 h后, 随着染毒浓度

升高, 细胞生存率逐渐下降, 加入 10 μmol·L-1抗氧

化剂 EGCG组的细胞活力明显强于未加 EGCG组, 

未加 EGCG 组与加入 EGCG 组之间的差异有统计

学意义(P<0.05). 表 2 是细胞活力的百分比及分析

结果, 比较发现, 随着染毒浓度的加大, 不论是加

EGCG 或者未加 EGCG, 细胞活力均逐渐下降, 但

加入 EGCG 组相比未加入 EGCG 组的, 细胞活力

明显增加.  

2.2  细胞周期结果 

本研究中, 采用流式细胞仪分析时已自动将

G2期和M期合并, 记为G2期. 在重金属混合物处

理细胞的基础上, 同时加入 10 μmol·L-1 EGCG, 检

测细胞周期分布情况. 如图 2 所示, 随着染毒浓度

升高, 细胞 S 期的阻滞情况明显上升, 加入 10  

μmol·L-1抗氧化剂EGCG组细胞S期的阻滞情况明

显低于未加 EGCG组; 处理组 5~7相比, 差异均有

 

图 1  抗氧化剂 EGCG对细胞生存率的影响 

(*P<0.05, **P<0.01) 

表 2  抗氧化剂 EGCG对细胞生存率的影响( x S ) 

剂量组 未加茶多酚组 加茶多酚组 

对照组  100±0.00 100±0.00 

1 90.65±3.84 94.77±1.01 1) 

2 80.14±2.02 82.59±1.80 1) 

3 72.53±4.26 74.34±1.69 1) 

4 66.62±3.27 72.20±0.61 1) 

5 64.28±4.71 67.17±1.59 1) 

6 59.19±10.55 64.34±2.33 1) 

7 45.94±2.46 61.18±2.77 2) 

注: 与相应的未加茶多酚组相比, 差异有统计学意义, 1)P< 

0.05, 2)P<0.01), 下表同. 

 

图 2 抗氧化剂 EGCG对细胞周期的影响 

(*P<0.05, **P<0.01) 
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统计学意义(P<0.05). 加入 EGCG 组的 G2 期细胞

明显增多, 相比未加 EGCG组, 处理组 6~7相比差

异均有统计学意义. 表 3是细胞处于各期的百分比

及分析结果, 比较发现, 随着染毒浓度的加大, 不

论是加 EGCG或者未加 EGCG, 处于 S期的细胞都

逐渐增加, 但加入 EGCG 组相比未加入 EGCG组, 

其细胞处于 S期的数目明显减少, G2期逐渐增加.  

2.3  蛋白免疫印迹结果 

通过 West-blotting 方法检测细胞内 Nrf2 和

HO-1 蛋白的表达水平. 图 3(a)是在不加 EGCG 情

况下 , 随着重金属混合物浓度的升高 , Nrf2 和

HO-1 蛋白的表达水平相比对照组均明显上升; 图

3(b)是加入 10 μmol·L-1 EGCG的情况下, 相比未加

EGCG组, Nrf2和 HO-1蛋白的表达水平明显降低, 

各组内参之间没有差异.  

 
对照组 1 2 3 4 5 6 7 

(a) 8种重金属混合物处理组 

 
对照组 1 2 3 4 5 6 7 

(b) 8种重金属混合物处理组+10 μmol·L-1 EGCG 

图 3  抗氧化剂 EGCG对细胞内蛋白表达的影响 

3 讨论 

在日常生活中, 不是每种重金属对人体都会

造成损害, 有些重金属如锌、铁、铜等作为人体所

必需的微量元素, 只有当机体的摄入量超过一定

限度时才会影响身体健康, 出现重金属中毒. 然而, 

在实际接触过程中, 多种重金属污染物往往正是

同时存在并同时进入人体内的[13]. 本研究拟采用

宁波地区 8种常见重金属污染物(铜、铅、镉、锌、

汞、铬、锰、镍), 按实际污染浓度比例配制混合物, 

同时, 探讨抗氧化剂 EGCG 是否对重金属混合污

染物的联合毒性具有拮抗保护作用, 并探讨其分

子机制.  

本文以质量浓度 2.523, 5.047, 7.570, 10.093, 

12.617, 15.140 和 17.663 mg·L-1, 作为重金属混合

污染物处理组 1~7 浓度, 在此基础上, 加入 10  

μmol·L-1抗氧化剂EGCG分别处理 JB6细胞进行细

胞增殖实验. 实验结果表明, 不同浓度的重金属混

合物染毒细胞 24 h 后, 随着重金属混合物浓度的

增加, 细胞生存活力逐渐下降. 同时加 10 μmol·L-1 

EGCG, 结果显示随着染毒浓度的加大, 不论是加

EGCG 或者未加 EGCG, 细胞活力均逐渐下降, 但

加入 EGCG 组相比未加入 EGCG 组, 其细胞活力

明显增加, 两组之间的差异有统计学意义(P<0.05), 

说明抗氧化剂 EGCG 能够降低重金属混合污染物

引起的细胞毒性.  

细胞周期分 G1、S、G2和M共 4个阶段, 是

细胞一次分裂完成到下一次分裂结束所经历的全

过程, 从而实现细胞的生长、分裂、增殖. 此过程

存在一套精密的调控系统, 即细胞周期调控机制. 

细胞周期分为间期与分裂期两个阶段, 有丝分裂

到DNA复制前是G1期, DNA合成期是 S期, DNA

合成后期是 G2 期, 这 3 个阶段均为间期, 细胞分

表 3  抗氧化剂 EGCG对不同浓度重金属混合物的 JB6细胞周期的影响( x S ) 

G1 S G2 
剂量组 

未加茶多酚 加茶多酚 未加茶多酚 加茶多酚 未加茶多酚 加茶多酚 

对照组 48.74±0.76 48.43±1.30 35.20±1.49 33.72±0.96 16.05±1.00 17.85±2.14 

1 47.76±0.81 48.74±0.11 36.39±2.18 33.68±0.81 15.86±1.45 17.58±0.92 

2 47.49±1.39 48.63±0.51 36.79±0.82 35.92±0.93 15.73±0.57 16.11±0.71 

3 43.34±0.68 43.70±1.05 42.17±0.65 41.08±0.25 14.49±0.03 15.22±0.80 

4 41.66±1.21 42.66±2.68 44.04±0.96 42.85±1.51 14.30±0.65 14.49±2.73 

5 41.65±0.88 43.09±1.20 44.91±0.95 42.62±0.67 1) 13.44±0.07 14.28±2.54 

6 39.23±0.22 38.93±0.67 51.21±0.50 47.32±0.91 1) 9.57±0.28 13.75±1.53 1)

7 39.09±0.71 39.71±1.33 51.53±0.79 48.75±0.82 1) 9.38±0.16 11.54±0.57 2)

Nrf2 

HO-1 

Actin 

Nrf2 

HO-1 

Actin 
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裂期是 M 期. 不同浓度的重金属混合污染物处理

细胞 24 h 后, 对照组停滞在 S 期的细胞比例为

35.2%, 但处理组则逐渐增加到 51.53%, 可能是由

于重金属混合物引起. S 期停滞的原因有两点: 首

先, 可能是 G1/S 期的转换过快, 使得细胞进入 S

期的速度加快; 其次, 可能由于 DNA 的不完全复

制以及其损伤修复等原因 , 造成细胞不能进入

G2/M 期, 从而停留在 S 期, 进一步造成细胞增殖

减慢, 此结果与MTT实验结果得到了相互印证.  

EGCG 通过调控致癌物的代谢途径来影响癌

基因的表达, 并抑制癌细胞合成 DNA[14], 或通过

改变细胞周期蛋白表达从而抑制肿瘤细胞生长[15], 

并抑制端粒酶的活性[16], 进而诱导肿瘤细胞凋亡

而达到抗癌作用. 在本研究中, 在不同浓度重金属

混合污染物处理细胞 24 h后, 加入抗氧化剂EGCG

组的细胞活力明显强于未加 EGCG 组, 它们之间

的差异有统计学意义. 在细胞周期检测中, 加入

EGCG组相比未加入EGCG情况, 细胞处于 S期的

数目明显减少, G2期逐渐增加, 说明EGCG能够缓

解重金属混合物引起的细胞阻滞情况.  

核转录因子 Nrf2 可进入细胞核内, 与其下游

多个基因启动子区域的抗氧化反应元件结合, 诱

导基因表达 , 进而调控细胞内的氧化应激反应 . 

Nrf2 还能提高细胞清除活性氧(Reactive Oxygen 

Species, ROS)的能力, 从而维持细胞内环境的稳定, 

并对氧化应激引起的损伤有一定保护作用[17]. 血

红素单加氧酶-1(HO-1)是 Nrf2 激活的下游基因启

动子区域抗氧化反应元件中的一种, Nrf2也是调控

HO-1 转录与表达的关键因子 ; 大量研究表明 , 

HO-1 在正常情况下表达量很少, 但对多种有害的

细胞外刺激具有保护作用, 通过诱导表达量增加

等方法可以明显增加细胞耐受力以及机体的抵抗

力[18]. 研究发现, 类金属砷能与细胞中的酶系统结

合, 使酶的生物作用受到抑制而失去活性, 并且使

机体发生氧化应激反应, ROS产生增多, 从而引起

Nrf2 和 HO-1 表达增加[19]. 本研究结果显示, 相比

对照组, 处理组Nrf2的蛋白表达水平逐渐升高, 由

于激活的 Nrf2 与其下游多个基因启动子区域的抗

氧化反应元件结合, 诱导 HO-1 基因表达增加, 而

加入 10 μmol·L-1 EGCG组的细胞内 Nrf2和 HO-1

蛋白的表达水平明显低于未加 EGCG 组, 说明重

金属混合物会增加细胞的氧化应激损伤, 而抗氧

化剂 EGCG 对缓解重金属混合污染物引起的氧化

应激损伤起着一定的作用.  

由以上结果可以看出, 抗氧化剂 EGCG 可以

明显的缓解 8种重金属混合污染物的细胞毒性, 提

高细胞的生存率, 并且在一定程度上不仅可以拮

抗重金属混合污染物的致凋亡和致癌作用, 还可

以缓解细胞的氧化应激损伤.  
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Antagonism effect of tea polyphenols to the joint toxicity of heavy metal 
mixtures on the offshore water in Ningbo area 

ZHOU Qi, SU Hong, WANG Ya-fei, GU Yuan-liang, YUE Xia, MAO Guo-chuan,  
ZOU Bao-bo, ZHAO Jin-shun* 

( Medical School, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: In this study, in vitro experiments were used to explore the antagonism effect and underlying 
mechanisms of antioxidant epigallocatechin gallate (EGCG) to the heavy metal mixture which is consisted of 
eight common heavy metal contaminants in the surface water of Ningbo area in China. These results will be 
useful as an important reference for the study on the prevention and treatment for multi-heavy metal pollutant 
mixture. Through the present situation of literature to understand the pollution of heavy metals in Ningbo city, 
and according to the literature and sea water quality standard, we can determine the concentration of eight 
common heavy metal ions in the surface water of Ningbo area for this experiment. At the same time, 10 μmol·L-1 
antioxidant polyphenols (Epigallocatechin gallate, EGCG) was tested to antagonize the toxicity effects of this 
mixture. Our results demonstrate that the mixture of heavy metal pollutants could arrest the JB6 cell cycle at S 
phase. Addition of EGCG in the mixture could inhibit the cell toxicity, relieve cell cycle arrest, and 
down-regulate the expressions of Nrf2 and HO-1.  
Key words: mixed heavy metal-pollutants; joint toxicity; EGCG; cell cycle; Oxidative stress 
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